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ВВЕДЕНИЕ




ной	 проблемой	 остается	 сохранение	 имплантиро-
ванного	кератопротеза	в	тканях	бельма	вследствие	
развития	 различного	 рода	 осложнений,	 наиболее	
значимым	 из	 которых	 является	 асептический	 не-
кроз	(рис.	1)	[3,	4,	7,	10,	15,	18].





пластины	 протеза	 на	 патологически	 измененные	
ткани	бельма,	повышенное	испарение	с	поверхно-
сти	 роговицы	 [2,	 14,	 15,	 18].	 Существует	 мнение,	
что	причинами	 асептического	некроза	могут	 быть	
трофические	 нарушения,	 возникающие	 после	 вве-
дения	опорной	пластинки	с	избыточной	механиче-
ской	жесткостью	 конструкции	 и	 малой	 площадью	
перфораций	в	толщу	бельма	[4,	7,	10].




те	 фотополимеризации	 стромальных	 волокон	 под	
воздействием	 фоточувствительной	 субстанции	 –	
раствора	рибофлавина,	и	низких	доз	ультрафиоле-
тового	 излучения	 твердотельного	 UVA-источника	
[17,	20].	В	результате	происходит	утолщение	колла-
геновых	волокон,	повышение	ригидности	роговицы	
и	 ее	 устойчивости	 к	 действию	 протеолитических	
ферментов.
Распространенным	 подходом	 в	 инжиниринге	
тканей	 является	 создание	 биоинженерных	 кон-
струкций,	 содержащих	 прогенеторные	 клетки	 че-
ловека	 в	 комбинации	 с	 полимерными	 матрицами,	
интегрирующимися	 в	 организм	 реципиента	 [1,	 6,	
8,	9,	11–13,	16,	19].	По	нашему	мнению,	проблема	
инжиниринга	биокератопротезного	комплекса	и	ис-
кусственной	 роговицы	 [4]	 может	 рассматриваться	
как	 перспективное	 направление	 в	 клеточной	 био-
логии,	 регенеративной	 медицине	 и	 транспланто-
логии.	Целью	данной	работы	явилась	разработка	и	
обоснование	 преимуществ	 технологии	 изготовле-
ния	 конструкции	 биокератопротезного	 комплекса	
на	 основе	 кросслинкинг-модифицированной	 алло-





Метод кросслинкинга роговичного 
коллагена
В	 эксперименте	 in vitro	 использовалось	 24	 ка-
даверные	 роговицы	 человека,	 не	 востребованные	
для	 трансплантации.	 Для	 имплантации	 титановой	
опорной	 пластинки	 кератопротеза	 (ОПК)	 моде-
ли	Федорова–Зуева	 в	 строме	 данных	роговиц	 был	
сформирован	 карман	 6	 ×	 8	 мм,	 соответствующий	
размерам	пластинки.	Часть	роговиц	(n	=	12)	поме-
щали	на	 14	 суток	 в	 среду	DMEM	 («Биолот»,	 Рос-
сия),	 содержащую	 10%	 эмбриональной	 телячьей	
сыворотки	(ЭТС)	 (HyClone,	США).	Затем	для	ска-
нирующего	 электронного	 исследования	 роговицы	
фиксировали	в	10%	нейтральном	растворе	форма-
лина.	 Остальные	 роговицы	 помещали	 на	 1	 час	 в	
раствор,	 содержащий	 5%	 декстран	 и	 0,1%	 рибоф-
лавин	 [5],	 и	 по	 прошествии	 указанного	 времени	
роговицы	подвергали	процедуре	рибофлавин-UVA-
индуцированного	кросслинкинга	для	повышения	их	
структурной	 прочности.	 Для	 этого	 использовался	
прибор	 для	 кросслинкинга	 роговичного	 коллагена	
UV-X™	(IROC,	Швейцария)	мощностью	3	МВт/см2 
(5,4	Дж/	см2),	длиной	волны	365	нм,	сфокусирован-




Метод выделения и культивирования 
фибробластов
Фибробласты выделялись	 из	 биоптата	 кожи	
взрослого	человека	с	помощью	механической	дез-
агрегации	и	ферментативной	 обработки	 0,1%	кол-
лагеназой	 I	 типа	 (Worthington,	США)	с	последую-
щей	отмывкой	и	центрифугированием.	Клеточный	
осадок	 трижды	 отмывали	 в	 среде	 DMEM.	 Клет-








трансфицировали	 геном	 зеленого	 флуоресцирую-
щего	белка	GFP	под	CMV-промотором	при	помощи	
лентивирусной	конструкции (ООО	«Евроген»,	Рос-
сия)	 для	 возможности	 их	 прижизненной	 визуали-
зации	с	помощью	инвертированного	флуоресцент-
ного	микроскопа	Olympus	IX51	(Olympus,	Япония).	
Часть	 трансфицированных	 клеток	 пассировали	 на	
титановый	 опорный	 элемент	 кератопротеза	 Федо-
рова–Зуева	и	культивировали	в	течение	14	суток	в	
среде	DMEM,	содержащей	10%	ЭТС.	Другую	часть	
клеток	 смешивали	 с	 коллагеновыми	микроносите-
лями	 CultiSpher-S	 (Percell,	 HyСlone,	 США),	 пред-
ставляющими	 собой	 биодеградируемые	 коллаге-
новые	 сферы	 диаметром	 100–200	мкм	 с	 неровной	
поверхностью,	 в	 соотношении	 106	 клеток	 на	 1	мл	







тация	 оптической	 части	 протеза	 проводится	 через	
несколько	месяцев	после	пересадки	биокератопро-
тезного	комплекса	и	его	приживления	в	глазу,	в	кон-
струкции	 применялась	 только	ОПК.	 В	 интрастро-
мальный	карман	кросслинкинг-модифицированной	
роговицы	вводили	титановую	ОПК	Федорова–Зуе-













37	 °С.	 Наблюдение	 с	 помощью	 инвертированного	
флуоресцентного	микроскопа	проводили	на	1,	3,	7	
и	14-е	сутки.
Для	 исследования	 методом	 сканирующей	 элек-
тронной	 микроскопии	 полученные	 конструкции	
биокератопротезных	 комплексов	 (рис.	 2)	 фикси-
ровали	 в	 10%	 нейтральном	 растворе	 формалина.	




Результаты	 культивирования	 клеток	 на	 титано-
вой	опорной	пластинке	кератопротеза	показали	вы-
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С	 помощью	 инвертированной	 флуоресцентной	
микроскопии	 (ФЭМ)	 установлено,	 что	 фибробла-
сты	заселяют	всю	площадь	поверхности	коллагено-
вых	микросфер	к	5–7-му	дню.
Данные	 сканирующей	 электронной	 микро-
скопии	 (СЭМ)	 показали	 более	 плотную	 упаков-
ку	 коллагеновых	 пластин	 стромы	 кросслинкинг-
модифицированных	 роговиц	 по	 сравнению	 с	
таковой	интактных	роговиц	(рис.	4).
По	 данным	 флуоресцентной	 и	 сканирующей	
электронной	микроскопий,	 после	 введения	 внутрь	
кармана	 фибробласты	 были	 жизнеспособными.	
Клетки	 активно	 мигрировали	 с	 коллагеновых	 ми-
кроносителей	и	адгезировались	на	тканях	роговицы	












Таким	образом,	 уже	 через	 7	 суток	инкубирова-




Проведение	 процедуры	 кросслинкинга	 на	 ал-
логенных	 донорских	 роговицах,	 по	 данным	СЭМ,	
позволило	увеличить	прочностные	свойства	колла-
геновых	волокон	стромы,	что	особенно	важно	при	
использовании	 различного	 рода	 протезных	 кон-
струкций.
Биологическая	 инертность	 опорной	 пластинки	
из	 титанового	 материала	 подтверждена	 выражен-
ной	 адгезией	 фибробластов,	 формированием	 кле-
точного	 монослоя	 и	 дальнейшей	 пролиферацией	
клеток	 вокруг	 опорного	 элемента	 внутри	 интра-
стромального	кармана.
Коллагеновые	 микроносители	 в	 качестве	
3D-матрикса	 способствовали	 малотравматичному	
введению	клеток	в	интрастромальный	карман	рого-
вицы	и	 являлись	 дополнительным	 субстратом	 для	
синтеза	межклеточного	вещества.
Пролиферация	 и	 миграция	 фибробластов	 в	 ин-
трастромальном	кармане	роговицы	способствовала	










кератопротезного	 комплекса	 (рис.	 8)	 обладает	 ря-
дом	преимуществ	за	счет	повышения	прочностных	
свойств	«сшитой»	стромы	роговицы	и	введения	фи-
бробластов	 на	 коллагеновых	 микроносителях,	 что	
способствует	 развитию	 пролиферативных	 процес-
сов,	 направленных	 на	 поддержание	 трофики	 био-
кератопротезного	комплекса,	профилактики	керато-
маляции	и	протрузии	опорной	пластинки.
В рамках проекта Роснауки по договору 
№ 13.G25.31.0080 от 22.10.10 «Создание высоко-
технологичного производства продуктов клеточ-
ных технологий для регенеративной медицины» 
(шифр 2010-218-02-172).
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